

























































総長約5 mm の遊走経路６）を毎時70～80 μm の




















胞の80% が GABA 陽性である11）．一方マウス
では，TH 陽性細胞のほとんどが GABA 陽性

















































医科大学 DNA 組換え承認番号 : 川換12-01，
2013），４匹（雄4匹）を用いた．すべての動物
実験の前に，マウスはペントバルビタールナト




で あ る Cell Tracker Orange（CTO, Molecular 
Probes, USA）2mM，0.3 μl をニューロン新生
の場である SVZ（Bregma から前方 0.5 mm，側













（VT1200S, Leica, Germany）を用いて50 μm 厚
の傍矢状断連続切片を作製した．スライスは，




あるウサギ抗 Tetramethyl rhodamine（TMR, 1: 
100希釈, Molecular Probes, USA）抗体で20℃，
１～３日間反応させた．洗浄後スライスは，
ビオチン標識ロバ抗ウサギ IgG （1: 200希釈, 
Jackson）BSA-PBS 中で，20℃，２時間，さら
に Alexa Fluor 594 fluoronano streptavidin（1: 200
希釈, Nanoprobe，USA）中で20℃，３時間，
そ の 後 avidin-biotin complex PBS（ABC, 1: 200
希釈, Vector）中で20℃，２時間で反応させ
た．スライスを洗浄後，Metal Enhanced 3, 3'-
diaminobenzidine tetrahydrochloride substrate kit






BX61 Olympus, Japan, Uplan Apo 40x/0.85, Uplan 
Apo 100x/1.35 油浸），RMS の各領域（下降部 : 











た : ⑴ ウサギ抗 TMR 抗体（1: 100希釈），⑵ 遊
走する新生ニューロン（神経芽細胞）のマー
カーであるマウス抗 polysialylated neural cell 
adhesion molecule（PSA-NCAM, 1: 5000希 釈, T. 
Seki20））抗体，⑶ 神経前駆細胞のマーカーであ
るマウス抗 mammalian achaete schute homolog 1
（MASH-1, 1: 200希釈, BD Biosciences, USA）抗体，
⑷ ニ ワ ト リ 抗 GFP（1: 5000希 釈 , Molecular 
Probes, USA）抗体．一次抗体反応後，標識シ
グナルを増強するためビオチン標識ロバ抗ウ
サギ IgG 抗体（1: 200希釈）を20℃，２時間で
反応させたのち，以下の蛍光二次抗体を組み
合わせ20℃，２時間反応させた : ⑴ fluorescein 
isothiocyanate （FITC）標識ロバ抗マウス IgG （1: 
200希釈, Jackson），⑵ FITC 標識ロバ抗ニワ
トリ IgY 抗体（1: 200希釈, Jackson），⑶ Alexa 
Fluor 594 fluoronano Streptavidin（1: 200）．
Vectashield（Vector H-1000） で 封 入 後， 共 焦
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点レーザー顕微鏡（LSM700, Zeiss, Germany, 
Plan Apochromat 63x/1.40 油浸，A1R-MP, Nikon, 









さらに，Alexa Fluor 594 fluoronano Streptavidin











































影された5,500 μm×900 μm×3,000 μm の脳内
空間には新生→遊走→嗅球と言った RMS 全経
路が含まれる．得られた三次元スタック画像を
基に SVZ で産生された新生ニューロンと TH-
GFP 陽性細胞の分布を Neurolucida を用いて各
切片上にプロットし，トレーサー注入部位か



















図１ Cell Tracker Orange（CTO）を用いた新生細胞の標識
A: CTO 注入３日後の傍矢状断像．注入部（a）から嗅球深部（d）まで全ての遊走経路（a ～ d）で新生細胞が CTO で標
識されていた．B: 傍矢状断全体の模式図．a: CTO 注入部位，b: RMS1, c: RMS2, d: core OB，RMS: rostral migratory 
stream，OB: olfactory bulb，Scale bar=1 mm（白線）
図２　光学顕微鏡像と電子顕微鏡像との対応
CTO 注入３日後の切片を示す．a: CTO で標識された新生細胞は全て TMR 陽性であった．b: a の metal-DAB に置換
された新生細胞．c: 別の CTO/PSA-NCAM で蛍光標識された新生ニューロンを metal-DAB に置換した像．d: c の新生
ニューロンのデジタルトレース像．e: c の新生ニューロンの透過型電子顕微鏡像．細胞質の形態は楕円形であり，細
胞突起は伸展していた．e-1: e の拡大図．細胞突起の先端まで metal-DAB で置換され，突起の先端は細胞体に比べ辺
縁が不整であった．e-2: e の拡大図．ニューロンの細胞体は細胞質に乏しく，核は楕円形であった．f: 超薄連続切片
法を用いた電子顕微鏡画像から取得した e の新生ニューロンの三次元構築像．g: 傍矢状断模式図．c の新生ニューロ
ンが観察された部位を赤枠で示す．CTO: Cell Tracker Orange，TMR: Tetramethyl rhodamine，DAB: diaminobenzidine，
PSA-NCAM: polysialylated neural cell adhesion molecule，a，b: Scale bar=10 μm（白線），c-e，f: Scale bar=5 μm（白線），

































（赤枠 ; RMS1），b: 双極性ニューロン（矢印），b’: b の
新生ニューロンが観察された部位（赤枠 ; RMS2），c: 多
極性ニューロン（矢印），c’: c の新生ニューロンが観
察された部位（赤枠 ; core OB），RMS: rostral migratory 
stream，OB: olfactory bulb，Scale bar=10 μm（白線）
表１　新生ニューロンの形態解析
RMS1（n=24） RMS2（n=26） core OB（n=29）
細胞体長径（μm） 09.10±0.51 10.72±0.35 011.38±00.35
細胞体短径（μm） 04.00±0.13 04.26±0.16 005.73±00.19
細胞体表面積（μm2） 91.74±4.78 99.23±4.17 136.28±04.70
細胞体体積（μm3） 72.38±4.73 79.73±5.01 134.11±06.62
突起の長さ（μm） 19.71±2.50 29.11±3.26 030.87±03.64
突起の表面積（μm2） 44.79±6.74 75.11±8.93 088.20±10.58
突起の体積（μm3） 09.46±1.54 18.17±2.39 025.58±03.34
突起の分岐数 0.29 0.42 0.59
表２　新生ニューロンの形態変化
RMS1（n=24） RMS2（n=26） core OB（n=29）
単極性ニューロン 91.67％ 92.31％ 65.52％
双極性ニューロン 8.33％ 7.69％ 24.14％






















た（図４-b’, c’, d’, 表３）．RMS1では75%（n=24）
の新生ニューロンが RMS の方向とほぼ平行に
嗅球側へ細胞突起を伸展したが，core OB では
44.83%（n=29）と減少した．一方 core OB では
図４　新生ニューロンの極性解析
CTO 注入３日後の切片を示す．a: 傍矢状断模式図．RMS1（b），RMS2（c），core OB（d）の位置を示す．b: RMS1で観察
された新生ニューロン（矢印）の metal-DAB 像．b’: b で観察された新生ニューロンのデジタルトレース像（#1）．b’: b
で観察された新生ニューロンの極性解析．RMS の方向に沿い細胞突起を伸展させていた．c: RMS2で観察された新生
ニューロン（矢印）の metal-DAB 像．c’: c で観察された新生ニューロンのデジタルトレース像（#2）．c’: c で観察され
た新生ニューロンの極性解析．RMS の方向に沿い細胞突起を伸展させていた．d: core OB で観察された新生ニューロ
ン（矢印）のmetal-DAB像．d’: dで観察された新生ニューロンのデジタルトレース像（#3）．d’: dで観察された新生ニュー
ロンの極性解析．RMS の方向に対して細胞突起を異なる方向へ伸展させた．CTO: Cell Tracker Orange，RMS: rostral 
migratory stream，OB: olfactory bulb，DAB: diaminobenzidine，Scale bar=10 μm（白線）
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RMS の方向と異なる方向（45 °から135 °）に
細胞突起を伸展する新生ニューロンを37.93%
（n=29）認めた．すなわち，新生ニューロン


























識できる．CTO と PSA-NCAM に対する二重蛍
光免疫標識では，99.4% の CTO 陽性細胞の周
囲に PSA-NCAM が発現していた（図６）．す




　RMS に局在する TH-GFP 陽性細胞は，主要
なニューロンマーカーである TH の遺伝子を発
現している．TH-GFP 陽性細胞は，嗅球表層の
GL に限局している TH 陽性細胞と対照的に嗅
球深部にも認められる．これが深部に認められ
た TH-GFP 陽性細胞か遊走しているものかを検
















細胞突起の向き RMS1（n=24） RMS2（n=26） core OB（n=29）
0－ 45° 75％ 88.46％ 44.83％
45－ 90° 0％ 0％ 27.59％
90－135° 0％ 0％ 10.34％




CTO 注入３日後の切片を示す．a: 傍矢状断模式図．RMS1（b），RMS2（c），core OB（d）の位置を示す．b-d: CTO（赤）
と MASH-1（緑）は別の細胞に発現し，CTO/MASH-1陽性ニューロンは認められなかった．嗅球入口部まで MASH-1
陽性ニューロンは認められ，嗅球に入ると徐々に蛍光強度は減衰した．CTO: Cell Tracker Orange，MASH: mammalian 
achaete schute homolog，RMS: rostral migratory stream，OB: olfactory bulb，Scale bar=10 μm（白線）
ᅗ6䠊CTO/PSA-NCAM䛾䠎㔜⺯ගᰁⰍ䛻䜘䜛⚄⤒ⱆ⣽⬊䛾ᶆ㆑
図６　CTO/PSA-NCAM の２重蛍光染色による神経芽細胞の標識
CTO 注入３日後の切片を示す．a: 傍矢状断模式図．RMS1（b），RMS2（c），core OB（d）の位置を示す．b-d: CTO/PSA-
NCAM 陽性細胞を RMS1（b），RMS2（c），core OB（d）に認めた．ほぼ全ての CTO 陽性細胞（赤）の周囲に PSA-NCAM
（緑）が発現していた．CTO: Cell Tracker Orange，PSA-NCAM: polysialylated neural cell adhesion molecule，RMS: rostral 




れた細胞のうち約1.7% が TH-GFP 陽性細胞で

























ᅗ7䠊Tyrosine Hydroxylase-Green Fluorescent Protein
䝖䝷䞁䝇䝆䜵䝙䝑䜽䝬䜴䝇䠄TH-GFP䝬䜴䝇䠅䛾
CTO/TH-GFP䛾䠎㔜⺯ගᰁⰍ䛻䜘䜛TH䝙䝳䞊䝻䞁䛾ᶆ㆑
図７　Tyrosine Hydroxylase-Green Fluorescent Protein トランスジェニックマウス（TH-GFP マウス）の CTO/TH-GFP の
２重蛍光染色による TH ニューロンの標識
TH-GFP マウスの脳の CTO 注入３日後の切片を示す（CTO は赤，TH-GFP は緑，共陽性は黄）．形態の a: RMS1に観
察された CTO/TH-GFP 陽性細胞（矢印）．a’: a の細胞の CTO 単独像．a’: a の細胞（矢印）の TH-GFP 単独像．a’’: 傍矢
状断模式図，赤枠は a の細胞が観察された部位．b: RMS2に観察された CTO/TH-GFP 陽性細胞（矢印）．b’: b の細胞（矢
印）の CTO 単独像．b’: b の細胞（矢印）の TH-GFP 単独像．b’’: 傍矢状断模式図，赤枠は b の細胞が観察された部位．c: 
RMS3に観察された CTO/TH-GFP 陽性細胞（矢印）．c’: c の細胞（矢印）の CTO 単独像．c’: c の細胞（矢印）の TH-GFP
単独像．c’’: 傍矢状断模式図，赤枠は c の細胞が観察された部位．a-c: RMS の各領域で認められた CTO/TH-GFP 陽性
細胞の形態変化は乏しい．CTO: Cell Tracker Orange，RMS: rostral migratory stream，Scale bar=1 mm（白線）
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ᅗ8䠊Tyrosine Hydroxylase-Green Fluorescent Protein
䝖䝷䞁䝇䝆䜵䝙䝑䜽䝬䜴䝇䠄TH-GFP䝬䜴䝇䠅䛾
CTO, CTO/PSA-NCAM, CTO/TH-GPF㝧ᛶ⣽⬊䛾ศᕸ
図８　Tyrosine Hydroxylase-Green Fluorescent Protein トランスジェニックマウス（TH-GFP マウス）の CTO，CTO/PSA-
NCAM，CTO/TH-GPF 陽性細胞の分布
a: TH-GFP マウスの脳へ CTO 注入３日後の左側全脳の三次元再構築像．CTO 単独陽性細胞（赤，30個），CTO/PSA-
NCAM 陽性細胞（青，4528個），CTO/TH-GFP（黄緑，78個）の分布を示す．b: CTO 注入部位から CTO/PSA-NCAM 陽
性細胞が局在する部位までの距離をグラフで示す．CTO/PSA-NCAM 陽性細胞は嗅球へ到達する前に漸増傾向を示し
た．c: CTO 注入部位から CTO/TH-GFP 陽性細胞および CTO 単独陽性細胞が局在する部位までの距離をグラフで示す．
CTO/TH-GFP 陽性細胞は RMS1で認められ，嗅球へ到達する前に漸増傾向を示した．CTO: Cell Tracker Orange, PSA-


























　本研究では，Puche A. C らの方法を用い，
SVZ へ CTO を注入することで新生細胞を直接
標識した17）．これにより，解析する細胞の日
齢，発生部位と発生起源が同定できるように
なった．Puche A. C らは遊走細胞に対しライブ
イメージを用いて組織学的観察を行ったが詳細
な解析を行わなかった．そこで本研究はこの方





５ mm の RMS を約70～80 μm/h の速度で移動
する7）ことから嗅球へ到達するには約３日間か
かると予想される．我々の実験でも RMS は全


































　Lois らは電子顕微鏡を用い RMS を形成する
アストロサイトの突起によって形成されるトン
ネル状構造の中に存在する細長い形態の遊走細








持つ27）．これは Lois らが報告した RMS に存在
した遊走細胞と同様の構造であった．このうち
我々が標識した新生ニューロンは，A cell に類































































　Lazarini ら は 成 体 マ ウ ス の 嗅 球 に
6-hydroxydopamine を使用してドーパミン作
動性ニューロンを選択的に除去した後に，
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Three-dimensional structural analysis of newly generated cells  
for migration in the olfactory system of the adult mice brain
Shintaro TOKUOKA,  Emi KIYOKAGE,   Kazunori TOIDA
Department of Anatomy, Kawasaki Medical School, 
577 Matsushima, Kurashiki, Okayama, 701-0192, Japan
ABSTRACT   In mammals, it is well known that some olfactory neurons are generated in the 
adult brain. Newly generated cells (NGCs) are continuously born in the subventricular zone 
(SVZ) at the anterior horn of the lateral ventricle, migrate along the rostral migratory stream 
(RMS), and differentiate into neurons in olfactory bulb (OB) layers. From the viewpoint of 
regenerative medicine, adult neurogenesis is attractive and has been investigated by many 
researchers. It remains to be clarified in detail how these differentiated neurons integrate 
into the bulbar circuit, however, because few integrative analyses have been done of the 
structure of NGCs through spatiotemporal identification by tracing during migration from birth 
to differentiation. Our present study thus aimed to clarify migration and differentiation of NGCs, 
which differentiate into periglomerular cells and granule cells, by immunohistochemistry, 
serial-sectioning/reconstruction electron microscopy (serial-EM), and digital morphometry 
after positive identification of NGCs by vital tracer labeling. First we performed stereotaxic 
injection of Cell tracker orange (CTO) into the SVZ of adult mice to label NGCs. 1-7days 
later, fixed brains were cut serially parasagittally. We confirmed CTO-labeled NGCs were 
distributed and reached the olfactory bulb through the RMS. Thereafter, we identified the three-
dimensional structure of NGCs, focusing on migration and differentiation using anti-CTO and 
analyzed ultrastructure by serial-EM. CTO-labeled cells were immunoreactive for polysialylated 
neural cell adhesion molecule (PSA-NCAM), a well-known marker for migrating NGCs. Digital 
morphology by Neurolucida indicated new findings, showing structural variability of processes, 
especially polarity of process extension through the RMS. In addition, we clarified that genetic 
expression of tyrosine hydroxylase (TH), a marker for bulbar neurons, was found in the early 
phase after birth using TH-green fluorescent protein (GFP) transgenic mice. The present vital 
cell-labeling approach we used has the advantage of being able to examine the pleural phase 
of migration and differentiation in the same section, showing structural changes along with 
migration. Interestingly, genetic expression was expressed earlier than previously reported. 
Based on the structural results in the present study, it is worth examining the genetic expression 
of differentiation that determines the chemical coding of neurons and changes in variability of 
structure in future projects. (Accepted on June 5, 2015)
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